随着急性白血病有效化疗的迅速发展，其完全缓解率和长期生存率逐渐提高，但由于白血病细胞受到体内某些"庇护所"的保护，多数化疗药物不易进入髓外残余白血病病灶，使之成为急性白血病复发的根源[@b1]。血脑屏障（BBB）的存在使中枢神经系统白血病（CNSL）成为白血病复发的重要原因之一[@b2]--[@b4]。

BBB主要由脑微血管内皮细胞（BMVEC）、紧密连接、细胞外连续的基底膜、星形胶质细胞周足等构成。其中，内皮细胞之间的紧密连接使相邻细胞两层质膜"焊接"在一起，目前已阐明紧密连接是BBB最重要的结构和功能基础[@b5]--[@b7]。紧密连接由跨膜蛋白（claudin、occludin、连接黏附分子）和胞质附着蛋白（ZO）两种成分组成，其中claudin-5、occludin及ZO-1是脑血管内皮细胞通透性调节的关键靶点，对BBB通透性起着至关重要的调节作用[@b6]--[@b8]。

基质金属蛋白酶（MMP）是一组锌依赖的蛋白水解酶，具有降解多种细胞外基质（ECM）成分的功能。以往研究表明大多数白血病细胞表达或高表达MMP-2和MMP-9，且MMP-2、MMP-9是白血病、淋巴瘤等恶性血液病预后的重要影响因素[@b9]--[@b10]。在脑缺血缺氧、恶性胶质瘤等疾病中，MMP-2和MMP-9能降解BMVEC的紧密连接蛋白和基底膜蛋白，导致血管完整性受损、BBB破坏，引起脑水肿和出血[@b11]--[@b12]。本研究中，我们建立体外BBB模型，研究白血病细胞株SHI-1、HL60和U937细胞分泌的MMP-2和MMP-9在CNSL发病机制中的作用。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞培养和药物处理：白血病细胞株SHI-1由本所建立[@b13]并保存，HL60和U937细胞为本实验室保存。SHI-1、HL60和U937细胞用含10％胎牛血清（杭州四季青生物有限公司产品）的IMDM培养基（美国Gibco公司产品），在37 °C、5%CO~2~、饱和湿度的培养箱中培养。取对数生长期细胞进行实验。BMVEC（美国Sciencell公司）细胞接种于铺有纤维黏连蛋白（3 mg/cm，美国Gibco公司产品）的塑料培养瓶中，用内皮细胞培养基ECM（美国Sciencell公司产品）在37 °C、5%CO~2~、饱和湿度条件下培养，当细胞生长至90%\~100％融合时用0.25%的胰蛋白酶消化传代，取第2、3代细胞进行实验。

2．实时定量PCR（qRT-PCR）检测MMP-2和MMP-9的表达水平：收集各白血病细胞5×10^6^个，TRIzol一步法提取总RNA。取2 µg用逆转录酶MMLV将RNA反转录为cDNA。用Primer Express 2.0设计引物和探针。用MJ Research OpticonTM2荧光定量PCR仪进行PCR检测：反应体系25 µl，包括样品cDNA、引物、探针、TaqMan通用PCR Mastermix。反应条件：95 °C 10 min、95 °C 15 s、60 °C 1 min，50个循环。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）作为内参照，基因表达量（Ct值）以2^−ΔCt^表示，ΔCt=Ct~MMP-2/MMP-9~−Ct~GAPDH~。各标本每个基因检测设定3个复孔。

3．小干扰RNA（siRNA）转染SHI-1细胞：用RNAi技术特异性沉默SHI-1细胞MMP-2、MMP-9基因。针对MMP-2、MMP-9基因的siRNA序列由上海吉玛制药技术有限公司合成。用羟基荧光素（FAM）标记的siRNA（FAM-siRNA）优化转染条件。用流式细胞术检测转染效率。根据FAM的表达筛选出达到最佳转染效率的siRNA寡聚物和Lipofectamine™2000的组合为200 pmol/µl。参照文献[@b14]操作。

4．明胶酶谱法分析白血病细胞培养上清中MMP-2和MMP-9的活性：各种白血病细胞株和蛋白酶抑制剂GM6001 (10 µg/ml，德国Calbiochem公司产品）处理或RNA干扰处理后的细胞分别重悬于0.1 ml无血清IMDM培养基中（2.0×10^5^个/ml），接种于96孔板，培养24 h后收集上清。取20 µl上清经100 g/L含有1 g/L明胶的SDS-PAGE电泳后，将胶放入2.5% TritonX-100中洗涤2次（每次30 min），37 °C孵育过夜。用考马斯亮蓝R-250室温下染胶1 h后，洗脱液（10％冰醋酸、30％乙醇）洗脱3次，每次20 min。明胶酶活性可通过在蓝色背景下溶解空白带显示。在凝胶成像仪上拍摄成灰色背景的白色条带。

5．体外BBB模型的建立：用IMDM培养基将Matrigel基质胶按5∶1稀释，取50 µl加入8 µm孔径的Transwell小室，无菌条件下风干过夜成胶，并用纤维黏连蛋白包被。将小室放入24孔板中，每孔外池加入0.8 ml内皮细胞培养基，将2×10^4^个BMVEC接种在加有内皮细胞培养基的内池。待细胞生长至完全致密融合，将异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖（FITC-Dextran）加入内室，4 h后取培养基，用流式细胞术检测外池中有无FITC-Dextran颗粒。外池中无FITC-Dextran表明BBB模型建立成功。

6．体外侵袭和穿膜实验：用IMDM将Matrigel基质胶按1∶5稀释，取50 µl加入8 µm孔径的Transwell小室无菌条件下风干过夜成胶。将小室放入24孔板中，每孔下层加入0.8 ml含10%FBS的IMDM培养基及终浓度100 ng/ml的基质细胞衍生因子1α（SDF-1α）作为趋化因子。经GM6001孵育或未孵育的各组白血病细胞或RNA干扰处理后的SHI-1细胞分别重悬于0.2 ml含10%FBS的IMDM培养基（2×10^5^个细胞／孔）中，接种于BBB模型上层或与完全融合的BMEVC共同接种于BBB模型上层。将小室系统放入培养箱中培养24 h后，计数穿过Matrigel或Matrigel与BMEVC共同组成的BBB移行到下层培养基中的细胞总数。穿膜率（细胞侵袭率）（％）＝下层的白血病细胞数／上层接种白血病细胞数×100%。实验重复3次。

7．与白血病细胞共培养后BMEVC形态变化：在BBB模型中，将加或不加GM6001孵育的各种白血病细胞株或RNA干扰处理后的SHI-1细胞与BMEVC共培养24 h，用PBS缓冲液洗去白血病细胞，在倒置相差显微镜下观察BMEVC的形态变化。

8．激光共聚焦显微镜观察BMVEC紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin的表达：将与各白血病细胞株共培养前后的Transwell小室上层的BMVEC用4％多聚甲醛室温固定30 min，10 g/L血清白蛋白室温封闭1 h，用0.1 mol/L PBS缓冲液漂洗后，分别加入2 µg/ml抗小鼠单抗ZO-1 (FITC标记）、3 µg/ml Claudin-5（Alexa 488标记）、2.5 µg/ml occludin（Alexa 488标记），4 °C孵育过夜。以上单抗均为美国Invitrogen公司产品。DAPI染核后加入抗荧光淬灭剂、封片。Leica激光扫描共聚焦显微镜观察。同法设定阴性对照（以PBS缓冲液替代单抗）。

9．统计学处理：采用Graphpad 4.0软件进行统计学分析。数据以*x*±*s*表示，两组间比较采用独立样本的*t*检验。*P*\<0.05认为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MMP-2和MMP-9在白血病细胞株中的表达：qRT-PCR检测SHI-1、HL-60、U937细胞的MMP-2和MMP-9的mRNA表达水平，结果示三个细胞系均表达MMP-2和MMP-9，且SHI-1细胞的表达量高于HL-60细胞和U937细胞（*P*\<0.01）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。明胶酶谱法分析白血病细胞培养上清中MMP-2和MMP-9的活性，结果显示三种细胞均分泌一定量酶原形式的MMP-2（Pro-MMP-2）和MMP-9（Pro-MMP-9），SHI-1细胞除分泌较高水平的Pro-MMP-2和MMP-9外，还分泌一部分活化的MMP-9（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![实时定量PCR检测SHI-1、HL-60、U937细胞的基质金属蛋白酶2(MMP-2）（A）、MMP-9 mRNA(B）表达](cjh-37-12-1070-g001){#figure1}

![明胶酶谱法检测SHI-1、HL-60和U937细胞分泌基质金属蛋白酶2(MMP-2）和MMP-9\
Pro-MMP-2：基质金属蛋白酶原2；Pro-MMP-9：基质金属蛋白酶原9](cjh-37-12-1070-g002){#figure2}

2．白血病细胞的侵袭力及对体外BBB通透性的影响：SHI-1、HL-60、U937细胞均能穿过人工基底膜，但穿膜数量不同，HL-60、U937的穿膜率仅为SHI-1细胞的17%～30%（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![白血病细胞单独培养及GM6001处理前后与BMVEC在体外血脑屏障模型中共培养的穿膜率比较（\**P*\< 0.01）](cjh-37-12-1070-g003){#figure3}

倒置相差显微镜下观察到Transwell小室上层的BMVEC生长至完全融合。流式细胞术检测小室外池中无Dextran-FITC后，将白血病细胞接种于内池中与BMVEC共培养24 h，倒置显微镜下观察到外池中出现白血病细胞，计算穿膜率。结果示均有不同数量的白血病细胞穿过BBB进入外池，SHI-1细胞的穿膜率最高（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

3．蛋白酶抑制剂GM6001对白血病细胞分泌MMP-2和MMP-9及BBB模型通透性的影响：在SHI-1、HL-60和U937细胞中加入10 µg/ml蛋白酶抑制剂GM6001孵育24 h，明胶酶谱结果显示，MMP-2和MMP-9的酶活性被明显抑制（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。在体外BBB模型中，SHI-1、HL-60和U937细胞侵袭率即穿透BBB模型的能力较GM6001处理前明显降低（*P*\<0.01）（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![蛋白酶抑制剂GM6001处理对SHI-1(A）、HL-60(B）和U937(C）细胞分泌基质金属蛋白酶2(MMP-2）、MMP-9的影响\
1：未经GM6001处理；2：GM6001处理](cjh-37-12-1070-g004){#figure4}

4．GM6001对BMVEC形态及紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin表达的影响：①在BBB模型中，倒置显微镜观察到完全融合的BMVEC呈单层致密生长，细胞与细胞之间无间隙（[图5A](#figure5){ref-type="fig"}）。与白血病细胞SHI-1、HL-60、U937共培养24 h后，单层致密生长的BMVEC之间的连接被破坏，大部分细胞呈单个生长，与SHI-1细胞共培养的BMVEC均单个生长，呈不规则形态（[图5B、C、D](#figure5){ref-type="fig"}）。用蛋白酶抑制剂GM6001处理白血病细胞SHI-1、HL-60和U937后，BMVEC细胞形态变规整（细胞形状规则、细胞与细胞之间的连接大部分存在）（[图6](#figure6){ref-type="fig"}）。②激光共聚焦显微镜成像显示，单独生长的BMVEC细胞间可见连续分布的紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin的绿色荧光（[图7A](#figure7){ref-type="fig"}）；与SHI-1、HL-60和U937细胞共培养24 h后，BMVEC细胞间的ZO-1、claudin-5和occludin表达明显减少或消失。SHI-1、HL-60和U937细胞用蛋白酶抑制剂GM6001处理后，对ZO-1、claudin-5和occludin的破坏明显减轻（[图7B、C、D](#figure7){ref-type="fig"}）。

![SHI-1、HL-60和U937细胞对脑微血管内皮细胞（BMVEC）形态的影响\
A：BMVEC呈单层致密生长，细胞与细胞之间无间隙；B：与SHI-1细胞共培养的BMVEC均单个生长，形态不规则；C：与HL-60细胞共培养的BMVEC；D：与U937细胞共培养的BMVEC](cjh-37-12-1070-g005){#figure5}

![蛋白酶抑制剂GM6001减轻白血病细胞SHI-1、HL-60和U937对脑微血管内皮细胞（BMVEC）形态的影响（×560）\
A：GM6001处理单独培养的BMVEC；B：与经GM6001处理SHI-1细胞共培养的BMVEC；C：与经GM6001处理HL-60细胞共培养的BMVEC；D：与经GM6001处理U937细胞共培养的BMVEC](cjh-37-12-1070-g006){#figure6}

![激光共聚焦显微镜观察蛋白酶抑制剂GM6001减轻白血病细胞对脑微血管内皮细胞（BMVEC）紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin的破坏\
A：未经GM6001处理正常生长的BMVEC中紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin的表达（线性分布的绿色荧光）；B、C、D分别为BMVEC与白血病细胞HL-60、U937和SHI-1共培养24 h后，细胞之间的紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin明显破坏，细胞相互分离并出现各种不规则形态，而经GM6001处理后BMVEC之间的密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin的破坏减轻，细胞形态变规整](cjh-37-12-1070-g007){#figure7}

5．沉默SHI-1细胞的MMP-2和MMP-9基因对BMVEC的影响：分别沉默SHI-1细胞的MMP-2和MMP-9基因后，BMVEC的形态较前变规整（细胞形状规则、细胞与细胞之间的致密接触仅有部分破坏）。激光共聚焦显微镜成像显示，BMVEC细胞间的ZO-1、claudin-5和occludin表达较MMP-2和MMP-9沉默前明显升高（[图8](#figure8){ref-type="fig"}）。

![激光共聚焦显微镜观察沉默SHI-1细胞基质金属蛋白酶2（MMP-2）、MMP-9基因对脑微血管内皮细胞（BMVEC）分泌紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5、occludin的影响](cjh-37-12-1070-g008){#figure8}

6．沉默SHI-1细胞MMP-2和MMP-9基因对BBB模型通透性的影响：我们用RNA干扰技术证实MMP-2和MMP-9的高表达在SHI-1细胞破坏BBB过程中的作用，结果表明干扰效率为60%\~65%。明胶酶谱结果显示沉默MMP-2和MMP-9基因后SHI-1细胞分泌的MMP-2、MMP-9明显降低（[图9](#figure9){ref-type="fig"}）。干扰后的细胞接种于BBB模型的Transwell小室，24 h后检测其对BBB的穿膜率，结果示沉默MMP-2、MMP-9基因后SHI-1细胞穿膜率较沉默前分别下降43.64％和57.30%。

![明胶酶谱法检测沉默基质金属蛋白酶2(MMP-2）、MMP-9基因后SHI-1细胞MMP-2、MMP-9的表达情况](cjh-37-12-1070-g009){#figure9}

讨论 {#s3}
====

肿瘤细胞在侵袭、转移过程中通过分泌降解细胞外基质和某些组织屏障相关蛋白等物质（如血管生长因子、MMP等）侵入其他组织器官。其中MMP-2和MMP-9能降解细胞外胶原、层黏连蛋白、纤维连接蛋白等成分，在肿瘤血管新生中起重要作用。MMP-2和MMP-9也参与了血液肿瘤（尤其是白血病）的发展进程，其促进白血病细胞生长转移和浸润的作用亦引起重视。MMP-2和MMP-9不同水平的表达也在不同的髓系白血病细胞系中被检测到[@b15]。单核细胞白血病细胞表达较高的MMP-9，且与白血病细胞的体外侵袭和体内浸润密切相关[@b16]--[@b17]。本研究和本实验室以前的研究[@b18]--[@b19]也发现急性白血病细胞及多种白血病细胞株表达MMP-2和MMP-9，具有强侵袭能力的SHI-1细胞MMP-2和MMP-9的表达和分泌明显高于U937、K562和HL-60细胞[@b19]。

BBB是位于血液和脑组织之间的选择性通透系统。血液循环中的白血病细胞通过BMVEC及其细胞间的紧密连接后才能进入脑组织。体外BBB模型是研究BBB功能及其通透性的重要工具。体外培养的BMVEC保持了良好的紧密连接结构及功能，已成功用来建立体外BBB模型，研究药物及各种因素对BBB的通透性[@b20]。我们将原代培养的人BMVEC接种在铺有Matrigel胶（类似基底膜成分）的Transwell小室系统中，成功模拟BBB的屏障作用，Dextran-FITC不能通过此屏障，说明体外BBB模型建立成功。我们将白血病细胞SHI-1、HL-60和U937接种于Transwell小室上层与BMVEC共培养24 h后，原本致密接触生长的BMVEC之间出现间隙，与SHI-1共培养的BMVEC甚至出现各种不规则形态，BBB通透性增加使各白血病细胞由小室上层穿透BBB至下层，其中高表达MMP-2和MMP-9的SHI-1细胞的穿透率最高。共聚焦显微镜同时观察到经白血病细胞SHI-1、HL-60和U937作用后BMVEC细胞之间的紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin明显下调或消失。广谱蛋白酶抑制剂GM6001能够抑制MMP-2和MMP-9的分泌，已被广泛用来研究MMP-2和MMP-9的功能[@b14],[@b21]。我们发现GM6001抑制白血病细胞SHI-1、HL-60和U937分泌的MMP-2和MMP-9后，白血病细胞对BBB模型的破坏作用明显减轻、BMVEC的形态改变较前减轻、细胞之间有更多的融合及连接，紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin也有明显上调。以上结果表明白血病细胞分泌的MMP-2和MMP-9与BBB的破坏密切相关，MMP-2和MMP-9能够通过下调紧密连接蛋白的表达而增加BBB的通透性。

为进一步研究MMP-2和MMP-9在破坏BBB中的作用，我们用小干扰RNA沉默SHI-1细胞高表达的MMP-2和MMP-9基因，观察到SHI-1细胞沉默后MMP-2和MMP-9的分泌明显降低对BBB的破坏作用明显减轻，紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin的表达较干扰前亦明显上调。进一步证明了MMP-2和MMP-9在CNSL中的作用。MMP-2和MMP-9除能降解基底膜外，还能通过降解紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin而破坏BBB。

研究表明，MMP-2和MMP-9能够切割紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin[@b21]--[@b22]，但具体机制尚未阐明。有研究表明，跨膜紧密连接蛋白claudin-5和occludin的细胞外环上存在MMP-2和MMP-9的底物Ⅳ型胶原，此处可能为MMP-2和MMP-9的切割位点[@b20],[@b23]。紧密连接蛋白的破坏可致BMVEC形态的改变，有研究认为损伤的BMVEC可加重紧密连接蛋白的破坏[@b20]。

综上所述，本研究表明MMP-2和MMP-9与白血病细胞的CNS侵袭密切相关，MMP-2和MMP-9能够通过降解BMVEC的紧密连接蛋白ZO-1、claudin-5和occludin而增加BBB的通透性，使白血病细胞得以进入CNS，这可能是CNSL的一个重要发病机制。白血病细胞的CNS侵袭是一个复杂的动态过程，尚需要进行更深入的研究。

[^1]: 冯洒然（山东省千佛山医院血液病科，250014）
